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) DIa Erfindung betrifft efn neuea Voffahren zur Hersteilung 
rationaler kombinatorfacher Oflgo- und PofynierblWkrthakan 
auf fasten Substratan. Dafae) wird sine etabtierte Synthase* 
anemia genutzt Ola SIbllothek wird duroh In-sttu Symhese 
ganariatt. Duron Nutzung elner Stempelteehnik 1st as mfig- 
llch, sen/ Wefne Lod seleJctiv mit entsprechendan fteagen- 
z!en aircusprechsn. Die Istereie Aufloaung kann bal Badarf 
lm Berrien dor lithograph ischen Techniken, wfa ate In dar 
MScrosystamtachnBc flbich sind, angesiedalt warden. MJt 
entsprechend geeigneten SyntheseaJgorhythmen gafingt as, 
aina groBe Zahl molekuiarer Spades auf Maine Bichen zu 
powtionieren. Nach erfotgter Synthase 1st die Position jeder 
dar lyntheifalerten moiekularen Spexfas einxeJn bekannt 
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Beschrdbung Verfahren von. Afrymax erfordert due spezieUe Schutz- 

gruppenchemie, die nicht allgemein gebrfluchlich nod 

Molekulare Wechserwirknngen zwiscben Polymeren folgBch kostenaufwendig und unausgereift ist Dies 

und Liganden spielen cine wichtige Ftmktion bd biob- fQhrt zu Limhationen bd der Lfinge der zu synthetme- 
giscfaen Vorg&ngen. Geringe Anderungen in den physi- $ rcnden Polymery Wdterhin werden photolithographi- 

kalischchemischen Ejg e n sdu ft cn von Polymeren und/ sche Syirtfaesetechniken genutzt die heute Standard in 

oder liganden kdnnen wesentfiche Anderungen in der der Mikrostrukturtechnik sind. Dies macht ein Arbdten 

Wechsehvirkung zwischen Polymer mid Ligand verur- im Reinstraum erforderticfa, will man hohe rtumliche 

sachen. Zur Untersuchung dor Binduqgseigenschaften Aufldsungen errdcheiL Nichtsdestotrotz sind physikaK- 
eines Liganden sollten idealerweise aOe Sequenzvaria- io sche Grenzen gegeben; selbst outer idealen Bedmgun- 

tionen des Polymers zur Verfflgung stehen (Bibliothek). gen sind Aufldsungen von < 200 nm nicht zu erwarten 

Die Wechselwirkung mit den Ligmndcn soEte parallel (X/2> Durch (fie Nutzung einer photoHthographischen 

untersucfat werden kfinnen. Dies iegt nahe, aOe Poly- Apparatur bei jedem Syntheseschritt 1st der Synthese- 

mervariationen auf einer Fliche unterzubringen, urn aufwand erhdht So mit kfinnen mh <fiesem Verfahren 

diese in einem Scfaritt mh I igaaden intcragieren zu las- 15 keine langen Polymere synthetisiert werden; die Rlnder 

sen. Damh waren identische Inkubatkmsbedirigungen sind nur im Rahmen der photoHthographischen Technflc 

fftr aBe Molekale gsgebcn und ein <firekter Vergleich scharf. 

mdglich. Sind spezifische Wechsclwirkungen bekarmt, Das Verfahren von Southern und Mtskos bietet zwar 

kann in weiteren Untersuchungen der EinfluB anderer die MogUchkdt der Nutzung herkOmmficher Synthese- 

Molektilc (wie Wirkstoffe) auf spezifischc Wechserwir- 20 reagenzien, ist aber hierbd un^kononusch, die Kapilla- 

kungen durch gemeinsame Inkubation ermittdt werden, ren mfissen auf voDer Lange mh dem Reagenz gefflUt 

Diese Untersuchungen setzen das Vorhandensein einer werden. Audi ist bd Nutzung des beschriebenen Syn- 

Technologie voraus, die gestattet, kleine Mengen an thesealgorfrythmus die Synthese aller Variationen einer 

Polymeren gezidt an definierten Stellen ernes festen Polymerlfinge unmcgiich- Das Verfahren ist im selben 

Trigers anzubringen. Da bd gegebener Monomerzahl 29 MaBe, wie das zuvor beschriebene, miniaturisierbar. Ah 

M die Lange des Polymers L ah Potenz eingeht, gOt fQr lerdingg ist die NGkrostnikturierung des Trflgers selbst 

die Gesaratzahl G aller Variationen cines Polymers: G erforderlich. 

« M L . Damit wird klar, das eine MIniaturisierung einer Somit besteht ein Bedarf nach einem ahernativen 

solchen Matrix ebenfalls notwendlg wird. Dies ist auch Verfahren zur Herstellung einer miniaturisierten Pofy- 

in Anbetracht der Prdse fQr die Reagenzien erstrebens- 30 mer- und Oligomerbankp bd dem die Nachte3e der be- 

wert kannten Verfahren vermieden werden. Die Auf gabe be- 

Es existieren vidfiWge Bemflhungen Poiymerbiblio- steht somit in der BereitsteHung eines entsprechenden 

theken anzulegen. Eine erfolgreiche Realisation dieses alteraativen Verf ahrens. 

Vorhabens gdang Mharbetteru der Finnen Affymax Die Erfindung betrifft dn Verfahren zur Herstellung 

und Affymetrix (Combinatorial Chemistry — applies- 35 einer Matrbc-gebundenen miniaturisierten kombinatori- 

tions of light directed chemical synthesis; Jacobs. Jeffrey schen Polymer- und OligomerbibUothek von Nulddn- 

W.; Fodor, Stephen PA; Trends in Biotechnology, 1994, saurcn, Peptxden, Zuckem und anderen chemischen 

12(1^ 19— 26X Hierbei wird eine neuartige Syntheseche- Verbindungen, die durch Mehrschrittsynthese herge- 

mie mit Dchtsensitiven Schutzgnippen genntzt Mittels steDt werden, und Kombinationen daraus, unter Ver- 

geeigneter Masken, wie sie in der Photolithographxe 40 wendung eines chemiscfa inerten Stempels, dessen akti- 

ublich sind, werden MolekQle auf definierten Berexchen ve Oberflfiche dne durch den gewahlten Synthesealgo- 

einer Oberfl&che akdviert und so nach und nach Poly- rhhrnus vorbestimmte Mikrostrukturienmg aufweist, 

mere mit definierten Positionen aufgebaut So ist es be- wodurch dn selektives Ansprechen definierter Loci auf 

rdts gdungen, alle Variationen eines OEtgonudeotidoc- einem Substrat ermdgHcht wird, und eines Substrats, bd 

tamers aufzubauen, was bedeutet, daB 65536 molekulare 45 dem es sich urn einen festen inerten TTCger handelt, auf 

Spezies synthetisiert warden (Light generated oiigonu- dessen OberCflche dne Monoschicht aus einem Linker 

deotide arrays for rapid DNA sequence analysis; Pease, mit einer terminalen geschOtzten funktiondlen Gruppe 

Ann Cviani; Solas, Dennis; Sullivan, Edvard U Cronin, kovalent gcbunden tst, dadurch gekennzekhnet, dafl 
Maureen, T.; Holm Christopher P^ Fbdor, Stephen P.A.; 
Proa Nad Acad. ScL USA (1994> 91(11), 5022-6). so 
Ebenfalls ist es mittels desselben Verf ahrens und licht- 
akdvierbarer Arainogruppen gdungen, Pep tidbibliothe- 
ken anzulegen (light directed combinatorial peptide 
syndesis, Gruber, SLM.; Yu-Pan& P4 Fodor, Stephen 
PA4 Proa Am. Pep. Symp, 12th (IS&2\ Meeting Date 59 
1991,489-91). 

Ein ahernadves Verfahren zur Herstellung von Oligo- 
nudeotidbibliotheken wurde von Southern und Maskos 
beschrieben (Parallel synthesis and analysis of large 
numbers of related chemical compounds: applications so 
to oligonucleotides; Southern, Edwin ML; Maskos, Uwe; 
J. Biotechnology (1994)^ 35(2-3), 217-27) und erfolg- 
reich angewandt Hierbei wurde die hertdmmOchfi aus 
der Fes^hasensynthese bekannte Chemie angewandt 
KapiDaren wurden auf einem TYiger geformt und c5ese es 
mit Reagenzien gefflQt Je nach Beladung der KapiDaren 
konnte so ein Nudeodd lokal spezifisch addiext werden. 

Bdde Verfahren haben entscheidende Nachtefle. Das 



& besagter Stempd in eine LOsung enthahend ein 
fQr die Freisetzung der terminalen geschOtzten 
funktionellen Gruppen gedgnetes EntscbQtzungs- 
reagenz getaucht wird, 

b. der mit dem Entschtitzungsreagenz benetzte 
Stempd mh dem besagtem Substrat in Kontakt 
gelH-acht wird, wodurch an den Kontaktflachen die 
terminalen funktionellen Gruppen freigesetzt wer- 
den, 

a nach Waschen mh einem inerten L6sungsnrittd 
das Substrat mit einem ersten aktrvierten chemi- 
schen Baust ein flb erschichtet wird, wodurch an den 
f reigesetzten terminalen funktiondlen Gruppen ri- 
fle Kettenveridngerung durch den besagten chemi- 
schen Baustdn erfolgt, 

d die Synthesefblge der Schritte a— c behebig oft 
wiederholt wird, bis die gemfiB Synthesealgorith- 
mus gewQnschte Kettenlange hergesteflt ist, wobei 
bd jedem Syntheseschritt definierte Lod auf be- 
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sagtem Substrat durcfa Verwendong von Stempeln aller Polymere und Ohgomere mflglicb, solange dicse 
mit vorbestimmten Mustern angesprochen werden. unter den gewahlten Bedingungen stabil sind (z. R. Nu- 

klelnsluren, Peptide, Polysaccharide und andere chemi- 
Die kombinatorische Potymerbibliothek befindet sich scfae Verbindungen; die durch Mehrschrittsynthese her- 
auf einem fester gegenflber den bei den Synthesescfarit- s gestellt werden, z. B. Polyterpene, usw.). Ffir die Synthe- 
ten verwendeten Reagenzten inerten Trftger (Matrix), se werden dabei zur Herstefiung von Oligonucleotide^ 
der selbnt nicht nrikrostrukturiert sein muB. Es kflnnen Polynucleotide^ Peptides, Polysaccharide!!, eta geeig- 
sowohl ebene FULchen (Abb. 1, Schritt 1.1) als auch mi- nete Monomere als chemische Bausteine eingesetzt 
krostrukturierte genutzt werden. Diese Bedingungen Weiterhin 1st auch die Synthese von Miscfapolymeren 
werden von jedem der in der Mikrostrukturierung ge- io aus sokben chemischen Baustdnen durchfflhrbar; so 
brfiuchlichen Wafer, tE SiGzium/SfTizfuTnoxid, aber kdnnenz. R mh rinem Nukleinsauretag versehene Giy- 
auch von entsprechend poiiertem Quarzgias, z.RSu- oopeptide auf gebaut werden. Die maxinaJe Lfinge der 
prasil, erfaih. Die Oberflache des festcn Trftgers ist fiber symhetisicrten Ketten ist abhfingig von der Schritteffi- 
einen Linker und gegebenenfaJls zusfltzfich mh dem er- zienz (Ausbeute) der gewahlten Synthesechemie. 
sten chemischen Baustein verbunden (Abb. 1, Schritte 15 Die Anordmmg der Polymere auf do- Trflgeroberflfi- 
12 und 13). Im folgenden wird ein derartig pr&parierter che resuitiert aus dem gewihlten Syntheseaigorhyth- 
festerTrager als Substrat bezescfanet mus, und dieser ist im Grundc frei wahlbar. Die Polyme- 

Ein linker ist cine geeignete chemische Verbindung re haben eine durcfa den Stempelalgorhythmus be- 
zwischen der Trfigeroberflache und dem ersten chemi- stimmte Lflnge and sind auf der Oberflache eindeutig 
scben Baustein. Das LinkermoIeMI ist frei wfihibar und 20 lokaBsierbar, Die Methoden zur Synthese der erwihn- 
richtet sich nach der prospektiven Anwendung. Der Lin* ten Polymere sind Stand der Technik 
ker 1st ein polyfunktionelles, insbesondere bifunktionei- Das Verfahren zur HersteUnng der Polymerbibbot- 
les Molekfil, das nrit separates funktionellen Gruppen hek gestaltet sich im Detail wie folgt: 
eine kovalente Bindung mit dem Tr&ger und nrit dem Die Oberflache des Trfigers wird gereinigt und voflstfin- 
ersten chemischen Baustein bildet Das Substrat enthfilt 25 dig mit einem geeigneten Linker versehen. Dieser Lin- 
den Linker mit einer terminalen geschntzten f unktionel- ker tragt an der terminalen funktionellen Gruppe eine 
len Gruppe. Bei der Auswahi des geeigne ten Linkers zur abspaltbare Schutzgruppe, oder es wird in einem zu- 
Herstellung einer Oligomer- oder Polymerbibliothek ist sfitzlichen Schritt die gesamte Oberflfiche mh einem er* 
zu beachten, da£ die Linker unter dem gewfihlten Syn- sten chemischen Baustein mit einer terminalen ge- 
thesebedingungen stabfl sind. Solche Linker werden im 30 schfltzten funktionellen Gruppe besetzt; in beiden Ffcl- 
Fafle der OBgonudeotidsynthese z. B. aus 3-Gtycddox- len ist die Oberfl&che geschitat und kann selektiv lokal 
ypropyitrimethoxysflan oder 3-Aminopropyl-triethox- aktiviert werden. Die Stempel bestehen aus einem che- 
ysilan hergesteDt (Chemically Bonded Stationary Phases misch inerten Material, das organische Lteungsmittel 
for Aqueous High Performance Exclusion Chroma to- adsorbiert, z. R Poiy-di-methyi-sfloxan (PDMS), wo- 
graphy; Engelhardt, H. and Mathes, D.; Journal of Chro- as durch eine ausreichende Menge an Reagenzien zur Ent- 
matography, 142 (1977) 311— 320)l schOtzung spczifischer endstflndiger funktkmeiler 

Der linker kann auch bereits den emen chemischen Gruppen positionstreu auf das Substrat aufgebracht 
Baustein beinhaiten oder wird in einem erst en Synthese- werden und so die Kopplungsreakdonen an diesen Posi- 
schritt mit dem emen chemischen Baustein verknupft tionen auf dem Substrat erfolgen. 
Ein chemischer Baustein ist gnmdsfitzbch ein an semen 40 Stempd, deren aktive Oberflflche ein durch den ge- 
funkrioneUen Gruppen geschfltztes, zum Aufbau von wthhen Synthesealgorithmus vorbestimmtes Muster 
OUgomeren und Polymeren geedgnetes Monomer (z. B. aufweist, werden wie folgt hergestellt Ein Negativ der 
CE-Nudeotid-Phosphoramklite, FMoc-Aminosfiuren, Stempel wird auf zuvor festgelegte Weise in der Photo- 
etc.). Dieser Baustein wird durch Entschutzung (Freiset- Iackschicht beschkhteter Wafer mikrostnikturiert und 
zung) der fur die Kettenverltogerung vorgesehenen 45 gereinigt (Abb, 2, Schritt 2.1). Die Mikrostrukturierung 
funktionellen Gruppe aktiviert und kann so mh geeigne- ermtigUcht cfie Realisation des gewttnschten Syntheseai- 
ten Gruppen (z. R eines zweiten chemischen Bausteins) gorhythmus. Damh wird audi die selektive Ansprache 
in Wechsehvirkung treten. En weiter Polymerisations- von definierten Bereichen auf einer Oberflflche m&glich. 
(Kette^veriangerung5*)Schritt wird somit erOffaet, Di-methyi-sfloxan vermischt rait einem geeigneten Hir- 
wenn die hierfOr notwendige funkttonefle Gruppe des 50 ter wird auf das Negativ gegeben und zur besseren 
ersten Bausteins entschutzt wird und so rah einer zuvor Handhabung und zum Schutz vor Kontaminierungen 
aktivierten funktionellen Gruppe eines zweiten chemi- mit einer Giasplatte abgedeckt Das ausgehfirtete 
schen Baustein reagieren kann. Dies erfolgt im erfm- PDMS ist kovalent an das Deckglas gebunden (Abb. % 
dungsgemfiBen Verfahren mh H3fe eines topologisch Schritt 22\ lfiBt sich aber problemlos vom Silizium und 
defimerten (mikrostrukturierten), gegenQber den bei 55 dem verbfiebenen Photolack auf dem Stempelnegativ 
den Syntheseschritten verwendeten Reagenzien inerten abziehen (Abb. 2, Schritt 23\ Dieser Vorgang wird ent- 
Stempels, so dafl positionstreu nur auf den defmierten sprechend wiederholt, bis alle far die Synthese notwen- 
( vorbestimmten) Bereichen des Substrata die Entschfit- cUgen Stempebnuster hergestellt sind Die Anzahl der 
zung erfolgt (Abb. 1, Schritt 1.4). Derartige Stempel- fur die HersteUnng einer besdmmtenPolymerblbKothek 
techniken sind an sidi bekannt (Patterning self assem- eo notwendlgen mikrostrukturierten Stempel resuitiert aus 
bled monolayers: Applications in Materials Science; dem gewahlten Synthesealgorhythmus. 
Amit Kumar, Hans A. Biebuyck, George M. Wbitesides; Urn einen bestimmten Berekh auf dem Substrat zu 
Langmuir, 1994(10), 1498—1511). Nach erfolgter Ent- akthieren; wird der hierfOr vorgesehene, spezifisch mi- 
schOtzung Hegt ein entschutzter Bereich auf der Ober- krostrukturierte Stempel mh dem Entschfitzungsrea- 
flfiche des Substrats vor (Abb. 1, Schritt L5X der mh 65 genz beschichtet (Abb. 2, Schritt 2A) und mh dem Sub* 
einem aktivierten chemischen Baustein reagiert (Abb. 1, strat in Kontakt gebracht, dh. auf das Substrat ge- 
Schritt 1 £> drflckt Die dem Stempel exponierten Steflen (Kontakt- 

Nach diesem Verfahren ist prinzipiell die Synthese steflen) auf dem Substrat (Trager mit Link er und term]- 
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naler geschfltzter funktioneller Gruppe oder entspre- pylamin getaucht; das Geflfi wird dicht abgescfalossen 
chend geschfitztem erstem chemischen Bausteio, der da- und 8h bci 80° C gehaltea Danach wird in Xylol und 
mit zu einem Tefl des Linkers wird) warden dadurch Ethylengrycol gewaschen. Das Glas wird in Ethylengiy- 
entschfitzt (Abb. 2, Schrittc 2.5 und 15). Nach Abnahmc col gesteflt und der pH-Wert der Ldsung durch Zugabe 
des Stempeb und grflndlichem Waschen wird die Ober- 5 von Scbwefelsaure auf 5 eingestellt; die Reaktion d&uert 
flache des Substrata dem ersten chemischen Baustem; 8 hbei80°G Nach AbschluB der Reaktion wird das Glas 
dessen zur Reaktion vorgesehene runktioneOe Gmppe grQndlich mit Methanol uod Diethylether gewaschen 
zuvor akdviert wurde, ausgesetzt Damh wird das Sob- und im Trocfcenofen getrocknet (Chemically Bonded 
strat an den aktiviertcn Stdlen urn ein Monomer verifin- Stationary Phases for Aqueous High Performance Ex- 
pert E>anach ist die Oberfttche wieder vollstirxfig ge- 10 duskm Chromatography, Engdhardt, H. and Matbes, D, 
schutzt (Abb. 1, Schritt \Jfy Alien Syntheseschritten ist Journal of Chromatography, 142 (1977) 31 1 -320). Da- 
em Waschsohritt mit einem inerten LOsungsmittri zwi- mh befindet sich auf dem Glas eine Monoschicht ana 
schengeschaltet Die genannten Schritte werden in der Hydroxye%toxyethyk>xypro^ die berertwil- 

gleichen Reibenfolge solange wiederholt bis die ge* lig rait Tetrazoiyl Nudeotidpbosphorainiditen (aktivier- 
wHnscfate Kettenlfinge erreicht ist is ter chemisdier Baustdn) reagiert AOe folgenden Her- 

Die Zahl der Orte auf der OberfUehe ("Loci"), die steDungsschritte werden bei Ranmtemperatnr und unter 
separat angesprochen werden mussen, ist gteich der trockenem Schutzgas durcbgefuhrt, da die germtzten 
Zahl der gewQnschten Variatkraen einer Polymerkette. Reagcnzien f euchtii^cehsempfiridlich sind (z. R in einem 
SoDen aOe Variatio nen eines Polymers der Ungc L her- Laborzelt (AtmosbagX das mh Argon befQUt win& Bin 
gestellt werden und die Anzahl M an chemischen Ban- 20 beliebiges FDD (fast oligonucleotide deprotectk>n>Nu~ 
steinen verwendet werden so ergibt sich fQr die Zahl der deotkl-Phosphoramidit (z. R FOD-dG-CE-Phospbora* 
separaten Loci Z: rmdlt), dessen 5'OH-Gruppe mit Dimethoxytrhyl(DMT) 

Z - M L . Die Zahl der hierzu notwemfigen Stcmpel S geschfltzt ist, wird zu gleichen Teflen in Acetonhril und 
betrfigt allerdings nur: S » M x L (Abb. 3). Die MaBe Tetrazol gelost, so dafi erne 0.1 M Lflsung eines aktrvier- 
der so hergesteOten Polymcrbibbothck kdnnen ausge- 2s ten Nucleotidpbosphoramidits vorliegt Diese L6sung 
sprochen klein gehahen werden, da selbst elektronenHt- wird auf das zuvor mh Acetonhril gewaschene Glas fQr 
hographisch hergestellte Negative genau kopiert wer- 30 Minuten gegeben. Nach Waschen mh Acetonitril 
den kOrmeiL Damh Ist (fie Grenze fOr die Miniaturise- wird mitt els einer OQ2 M Jod-LOsung On Tetrahydrofu- 
rung der Poiymerbibfiothek mit der Grenze der Mikro- ran; Pyridin und Wasser) das Phosphh zum Phosphat 
systemtecfamk identisch (Microoontact Printing of Self- 30 axidiert und danach gr&nd&ch mh Acetonhril gewa- 
Assembled Monolayers: A flexible New Technique for schea Damh Uegt eine Di-methoxy-trityl-gcschutzte 
Microfabricadon; James L Wilbur, Amh Kumar, Enoch OberfUehe auf dan Glas vor. 
Kirn; George M. Whitesides; Journal of the American Die Stcmpel werden nach dem in den Abb. 2 und 3 
Chemi c al Society, 1992(114^ 9188—89). Die maximale dargesteifcen Algorbythmus hergestellt and angewandt 
Lange der Poiymere ist ledigjich abhingig von der ge- 35 Jeder Synthesezykhis beinhaket einen Stempelschiitt 
wfihlten Synthesechemie; es kann die gemafi Lheratur- und besteht aus einem emhehhchen Procedere: 1.) Wa- 
angaben oder eigenen Erf ahnmgen am mdsten erfolg- schen mh Dichlormethan (05 min), 2.) EntscMtzen der 
versprcchende genutzt werden. Das Verfahren ist 6ko- 5'-Hydroxylgruppe (Detrityherung, 5 min) mh 2% Tri- 
nomisch, da cfie Oberflfiche bei grofler Varianz der Poly- chloresags&ure (TCA) in Dichlormethan; erfolgt mit 
mere klein gehahen werden kann. 40 dem Stempel, 3.) mehrmaliges Waschen nut Acetonitril 

Bs ist rndghch, die abgespahenen Schutzgruppen (jeweils 25 minX Kondensation (Zugabe von Tetra- 
beim Entschutzen aufzufangen. Ihre Quantifiziemng ist zoryl-Nudeotid-Phosphoramidh, 5 min), Kopplung er- 
ein direktes MaB fOr die Schritteffizienz. Denkbar ist folgt nur an zuvor entschfltzten Stellen; fL) Waschen mh 
aucfa, die terminaie Scbutzgruppe an der Kette zu betas- Acetonhril (Z5 min), 6) Oxidation mh 002 M Jod in 
sen und damh einen Marker zur Mengenbesdmmung 45 Tetrahydn>furan,Pyridin und Wasser (5 min), 7.) Wa- 
zur VerfOgung zu habea Eine weitere MdgUchkeh be- schen mit Acetonhril (2 xninX Damit ist ein Synthesezy- 
steht in der terminalen Markierung der Synthesepro- klus abgeschlossea 

dukte mh einer fluoreszierenden Gruppe, Die verwendeten Losungen und Reagenzien sind 

Die Anwendungsgebiete solcber erfindungsgemaB Standard in der FOD-Phosphoramldh-Nudeotkisyntrie- 
hersteHbaren Bib&otheken sind ausgesprochen vielfl]- 50 se (Models 392—394 DNA/RNA Synthesizers, Users 
tig. Beispiele soldier Anwendungsgebiete sind ein mole- Manual, ABI, 1992). Die Waschlosungen werden fiber 
kulares Screening auf Wechsehvirkungen zwischen ver- die Oberflfiche konthuderfich gespfilt, die Reagenzien 
schiedenen MolekfUspezies (s. a) sowie die Sequenzie- verWeibcn auf der Oberfliche fOr die angegebene Zeh. 
rung von Nudeinsiuren durcb Hybridisierung. Nach den ersten vier Stempdschritten smd vier Oll- 

55 gonucleotide mh der Lange 1 synthetidert Nach vier 
AusfQhnmgsbeispiel weheren Stempekchritten sind 16 Ohgtmacleodde der 

LSnge 2 synthetisiert, und nach weheren vier Stem- 
HersteQung einer OligonudeotkHnbliothek mit alien pelschritten sind 64 Oligonudeotide der Linge 3 synthe- 
Variationen dnes Trimers mit den vier natflriich dsiert Die tenninalen Schntzgruppen werden mh 

vorkommenden Basen 60 2%iger TCA abgespalten, vorhandene Schutzgruppen 

der exocyclischen Aminogruppen der Basen (Dimethyl- 
Die Gesamtzahl der zu synthetisierenden Oligonu- formamid-Gruppe bei Adenosin und Guanosin und Iso- 
deotide betrfigt 64. Jedes der 64 Oligonudeotide ist drei butyryl-Gruppe bei Cytidin, Thymidin besitzt keine exo- 
Basen lang. cydische Aminognippe) und am Phosphat (p-Cyanoet- 

Der Linker wird wie folgt hergestellt: ein Quarzgias 65 hyl-Gmppe) werden mit konzentrierter Ammoniak-L6- 
wird im Ultraschallbad geremigt und in eine 25%ige sung abgespalten (1 h bd 55°C oder 8 h bei Raumtem- 
Lteung von 3<Jlyddoxypropyl-trimcthoxysilan in Xylol peratur). Der verwendete linker ist bei alien Schrttten 
enthaltend eine kataiytische Menge an N-Ethyldiisopro- stabiL so dafi nach vollstandiger Bntschfltzung die OU- 
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gonadeotide am Tttger verbleibeiL Damit ist die OHgo- 
nudotid-Trimer-Bibliothek hergestellt Die Ausbeute 
wird dure* Absorptioasmessungen der abgespaltenen 
DMT-Gruppen bestimmt and ist nabezu quantkativ. 

5 

PatentansprCcbe 

1. Verfahren zur HersteUung eincr Matrix-gebun- 
denen mmiaturisierten kombinatoriscfacn Polymer* 
und OHgomerbMotbek von Nuldefasgnren, Pepti- io 
den, Zuckern and anderen chemischen Verbindun- 
gen, die durch Mehrschrittsynthese hergestelit wer- 
den; und Kombinatfonen daraus, unter Verwen- 
dnng does chemisch inertcn Sternpeb, dessea akti- 
ve OberfUche eine durch den gew&hlten Synthese- u 
algorithm us vorbestmnnte Mflcrostrukturierong 
aufweist wodurch ein seiektxves Ansprechen defi- 
nierter Loci auf cincm Substrat ermdgiicht wird, 
undeines Substnts, bei dem es sich urn eraen festen 
inerten TYfiger handeit, anf dessen OberflAche eine » 
Monoschfcfat ans einem Linker mix toner termina- 
len geschfitzten funktioneDen Gruppe kovalent go- 
bunden ist, dadurch gekennxeidmet, daB 

a. besagter Stempcl in eine Ldsung enthaltend 
ein fttr die Freisetzung der terminalen ge- 25 
schdtzten funkdonellen Gruppen geeignetes 
Entschtftzungsreagenz getaucht wird, 

b. der nut dem Bntscfafltzungsreagenz benetzte 
Stempd mh dem besagtem Substrat in Kon- 
takt gebracht wird, wodurch an den Kontakt- 30 
flachen die terminalen funktionelleo Gruppen 
freigesetzt werden, 

c. nach Waschen nrit einem inerten Lflsungs- 
mhtel das Substrat mh einem ersten aJctivier- 
ten chemischen Bausiein ttberschichtet wird, 35 
wodurch an den freigesetzten terminalen funk- 
tionellen Gruppen eine Kettenverl&ngerung 
durch den besagten chemischen Baustein er- 
foigt, 

d die Synthesefolge der Schritte a— c beiiebig 40 
oft wiederhok wird, bis die gem&B Syntheseal- 
gorithmus gewfinschte Kettenl&nge herge- 
stelit ist, wobei bei jedem Syntheseschntt defi- 
nierte Loci auf besagtem Substrat durch Ver- 
wendung von Stempeln mit vorbesdmmten 45 
M ustern angesprochen werden. 
2* Verfahren gemfiB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zekhnet, dad der chemische Baustein ein an seinen 
funktioneflen Gruppen geschfltztes, zum Aufbau 
von Oligomercn and Poiymeren geeignetes Memo- 50 
merist 

3. Verfahren gcu&B Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als chemischer Baustein em zur Her- 
steUung von Oligonucleotide!), Polynucleotiden, 
Pepdden, Polysaccfaariden oder entsprechenden 55 
Mischpolymcren geeignetes Monomer eingesetzt 
wird 
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Abbildung 1) SCHEMATISCHE DARSTELLUNG EINES 
SYNTH ESESCHRITTES 
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Abbildung 2) HERSTELLUNG DES STEM PELS 
UND STEMPELVORGANG 
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Abbildung 3) Beispiel fur die Synthese eines 
.Oligonucleotidtrimers mittels der Stempeltechnik 
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